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stem cells through PAX6 regulation 
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近年の再生医療の進歩は、ES 細胞から多様な細胞への分化、さらに体細胞からの人工多能
性幹細胞(iPS 細胞)の作製など、目覚ましい進歩を遂げており、臨床応用への期待が高まっ
ている。しかしその一方で、幹細胞維持や分化制御についての詳細なメカニズムは未知の
点も多く、実際に細胞作成時の分化誘導の効率や癌化のリスクなどの課題も残されている。
その中で、我々は幹細胞制御と分化のキーファクターとして転写因子 p53に着目した。p53
は癌抑制遺伝子として古くから知られているが、近年核リプログラミングの制御や ES細胞
の初期分化への関与が明らかになっている。今回ヒト ES 細胞(hESC)分化制御における p53
の機能解析を行った。 
まず、hESC(KhES1)にレチノイン酸(RA)の添加を行い、多能性維持遺伝子、三胚葉系分化マ
ーカー、そして p53 の発現を観察した。RAの添加により、細胞形態の変化を認め、免疫染
色や RNA-sequence の解析から、多能性維持遺伝子 OCT、NANOG の経時的な抑制と、内・
中・外胚葉系分化マーカー遺伝子の発現誘導を認めた。興味深いことに、分化開始後 24-48
時間をピークに p53及び下流遺伝子の一時的な発現誘導を認めた。 
そこで、RA 分化における p53の機能を明らかにする目的で、CRISPR/Cas9 システムを用い
て p53 ノックアウト細胞の作製を行い、機能解析を行った。p53ノックアウト細胞では RA
分化において、多能性維持遺伝子の発現は変化を認めないものの、野生型 hESC と比して、
内胚葉系遺伝子 GATA4の発現抑制を認め、神経外胚葉遺伝子 PAX6の約 10倍以上の発現増
加を認めた。 
次に p53 と PAX6 の関係に着目し、SMAD シグナル阻害による神経外胚葉への分化モデル
での遺伝子発現解析を行った。このモデルでは細胞分化に伴い、多能性維持遺伝子の抑制
と、外胚葉系特異的な分化マーカーの増加を来たし、特に PAX6 の約 1000 倍以上の発現誘
導を来たした。RA 分化モデルと同様に p53 ノックアウト ES 細胞での分化を観察した所、
野生型に比して PAX6 の発現誘導が、分化後 4日目のより早期から強く認めることが明らか
になった。 
最後に p53 による PAX6 の制御メカニズムを明らかにする目的でクロマチン免疫沈降法
(ChIP) を用いて PAX6 のエピジェネティック修飾の変化を確認した。p53 ノックアウト細
胞では分化に伴い PAX6の H3K4メチル化がより強く誘導されることが観察された。 
これらの結果からは p53 が GATA4 や PAX6 の発現制御を介し、ヒト ES 細胞の内・外胚葉
系への分化制御を行っている可能性が示唆された。メカニズムの一つとして p53 による
PAX6のエピジェネティック修飾の変化が考えられた。 
 
DISCUSSION 
以前の報告で、マウス ES 細胞初期分化において、p53 が内胚葉系分化促進と外胚葉系分化
の抑制に関与することは報告されていたが、hESCでの現象は明らかではなかった。今回の
検討から、p53 は hESC の初期分化の過程においても、PAX6 の発現抑制を介し、神経外胚
葉分化へ関与していることが示された。 
まず、PAX6の制御機構の一つについて、SMAD4 に注目した。neurogenesisをコントロール
する pathway の中でも重要なものの一つは、BMP-SMAD pathway であり、初期の胚形成に
おいて、BMP シグナルが神経分化を抑制することは古くから知られている。過去に p53 と
BMP-SMAD pathwayの関連はいくつか報告されており、SMAD2/SMAD3との相互作用の報
告や、neural stem cellにおいて、p53 deficiencyが SMAD1の発現を変化させ、neural stem cell
分化に関わっているとするものを認める。今回の我々の検討からは SMAD4 の PAX6 
promoter 部位への結合は認めたものの wild type と p53 ノックアウト細胞では明らかな差異
は無く、p53が SMAD4 を介して神経分化を制御している可能性は低いものと考えられた。 
そこで転写因子を介さない p53による PAX6制御において着目したのが、PAX6 のエピジェ
ネティック制御である。今回の我々の結果からは、p53ノックアウトにより神経幹細胞へ分
化した状態での PAX6 の H3K4トリメチル化の増加及び OCT4の H3K27のメチル化増加を
来たしており、p53 がエピジェネティックな修飾の抑制を行い、PAX6 の制御を行っている
可能性が示唆された。p53は EZH2を介してH3K27を抑制していることが報告されており、
H3K27 の抑制作用の一つとして、これが考えられた。一方、p53の H3K4 制御に関して、過
去の報告には明らかなものは認めない。H3K4 のメチル化酵素として MLL 1-5, SETD1A, 
ASH1L 等が、また脱メチル化酵素として LSD1,JARID1A 等が報告されており、p53 により
これらの酵素の発現が変化を受けている。可能性も考えられる。今回の結果から、p53 は
ES 細胞においては NANOG などの多能性維持遺伝子を抑制している一方で、逆に神経幹細
胞への分化状態では分化への抵抗性に働くことが示された。p53 は ES 細胞においては多能
性維持と特定の系統への分化においては異なった二面的な作用を有していることが考えら
れた。 
さらに、ここで述べた他の制御メカニズムの存在も考えられ、例えば miRNA や linc RNA
を介しての作用の可能性が考えられる。例えば、p53により制御を受ける micro RNA の中で
も cell cycle や増殖へ関与することが知られている miR-34aや SOX2 や KLF4 などの多能性
因子への関与も報告されている miR-200a等について in silico解析を行ったところ、PAX6上
にこれらのターゲット配列を認めた。この他にも p53 により制御を受ける micro RNA がい
くつか報告されており、その中には pluripotencyに関与するものも散見される。p53の PAX6
制御のメカニズムについて micro RNA を介している可能性も考えられる。 
最後に過去の p53 ノックアウトマウスの知見からは、必ずしも p53 が neural differentiation
の単一の決定因子ではないと考えられている。実際、Homozygous p53-knockout miceは、生
後 6 か月までに様々な悪性腫瘍を発症する一方で、正常の発生を見せており、腫瘍抑制に
は重要だが、胚の発達には必ずしも必須ではないと報告されてきた。しかし、近年の報告
では Homozygous p53-knockout miceにおいて、neural tube形成不全などの神経系の成長発達
の異常が報告されている。この様な矛盾に関しては、過去の報告を参考とすると、p53ファ
ミリーである、p63,p73の関与が報告されており、これらが代替し p53の機能を担っている
可能性も考えられる。 
結論として、今回の検討から p53がヒト ES 細胞においてエピジェネティックな修飾の調節
を介して、PAX6 の制御を行い、神経分化に抑制的に関与することが示唆された。しかし、
p53 ノックアウト細胞の神経系分化における最終的な phenotype は野生型と大きな差が無い
事から、p53の影響は一部にとどまり、さらに未知のメカニズムが存在すると考えられる。 
